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nie mozna jeszcze w tej chwili calkowicie potwier-
dzié. Nie mozna rowniez jeszcze odpowiedzie¢ na
szereg pytan zwigzanych z rozpoznawaniem stanow
zapalnych metodg analizy immunoelektroforetycznej.
Nie wiadomo np. jak bedzie wygladal obraz immu-
noelektroforetyczny $luzu przy stanach zapalnych po-
szezegblnych odeinkoéw uktadu rozrodczego.

W poprzedniej pracy przyjeto teze, ze cykliczne
zmiany w obrazie immunoelektroforetycznym $luzu
w ciagu cyklu ptciowego sa wynikiem oddzialywania
hormonéw plciowych na blone $luzowa i jej czyn-
no$é wydzielnicza. Zanik precypitacji w $luzie ru-
jowym, a tym samym brak biatka surowiczego w
tym okresie cyklu w §luzie wyjaéniono oddziatywa-
niem hormonéw estrogennych na uklady: kwas hia-
Juronowy — hialuronidaza (1).

W obecnie opisywanych badaniach stwierdzono, ze
w stanach chorobowych w $luzie rujowym wystepu-
je wyraznie znaczna domieszka bialka, ktora mani-
festuje sie liniami precypitacyjnymi w immunoelek-
troforogramie $luzu. Jezeli taka precypitacje stwier-
dzamy w przypadkach chorobowych potwierdzonych
badaniem klinicznym sprawa nie wymaga specjal-
nej interpretacji, poniewaz zupelnie zrozumiatym
faktem jest obecnosé bialek surowiczych w przebie-
gu wyraznie stwierdzanego procesu zapalnego. Nato-
miast obecno$é biatka w §luzie w tych wypadkach,
gdy klinicznie nie stwierdza sie procesu zapalnego
i mozna mie¢ jedynie podejrzenie co do jego obec-
nosci — wymaga odpowiedniego wyjasnienia. Wyjas-
nienie to dotyczy nie tyle udowodnienia istnienia sta-
nu zapalnego, poniewaz zagadnienie to jest od daw-
na dyskutowane i w wielu wypadkach podejrzewa
sie jego wystepowanie. Brak bylo dotychczas odpo-
wiednich metod pozwalajacych na jego rozpoznanie.

Wydaje sie, ze najbardziej istotna jest sprawa, na
drodze jakich mechanizméw do takich stanéw moze
dochodzié. Zagadnienie to bedzie tematem dalszych
szczegblowych badan, niemniej mozna przyja¢ naste-
pujaca teze roboczg, ktéra mogla by tlumaczy¢ ob-
serwowane fakty: w tych wypadkach, gdy w okresie
rujowym istnieje niedostateczny poziom hormonéw
estrogennych, wowczas nie dochodzi do prawidiowego
unieczynnienia przez estrogeny hialuronidazy. In-
nymi stowy ,uszczelnienie” blony $§luzowej nie jest
wowezas dostateczne i1 doprowadza do przenikania
biatek surowiczych do $luzu, réwniez w okresie ru-
jowym.

Teza ta ma swe uzasadnienie w badaniach wyko-
nanych przez Michalika (5), ktéry wykazat, ze pod
wplywem progesteronu zawarto$é bialek surowiczych
w §luzie ulega zwiekszeniu.

W $wietle tych danych, jak rowniez na podstawie
opisanych do$wiadczen w niniejszej pracy (tab. 2)
mozna przypuszczaé, ze jedng z przyczyn powodu-
jacych “powstawanie stanow zapalnych macicy (en-
dometritis) sg stany niedoczynnosci ukladu dokrew-
nego, przebiegajace z obnizonym poziomem estro-
genow.

Senze i wsp., wykonujgc badania za pomocg tesiu
krystalizacji §luzu, stwierdzili, ze brak zacielen wy-
stepowat w tych cyklach, ktére przebiegaly ze sta-
ba krystalizacja $luzu rujowego (7).

Wniosek taki znajduje rowniez uzasadnienie w
obserwacjach, jakie pocwyniono w tych wypadkach,
gdy podejmowano proby leczenia endometritis dro-
ga domacicznego podawania estrogenéw (3).

7 tym przypuszczeniem pokrywaja sie tez wias-
ne obserwacje, poniewaz w badaniach, ktére przed-
stawiono w tab. 2 obserwowano zmiany w obrazach
immunoelektroforetycznych $luzu zachodzace w ko-
lejnych cyklach.

Przedstawione wnioski znajduja potwierdzenie w
badaniach Riznera (6). Autor ten wykonujac biopsje
macicy u 136 kréw, u ktorych wystepowata ,nie-
plodnoéé bezobjawowa”, w 61,8% stwierdzil histo-
logicznie stan zapalny.

Istotnymi spostrzezeniami, jakie poczynil ten au-
tor byly te badania, ktére wykazaly, ze u 59,190
przypadkéw histologicznie potwierdzono stan zapalny,
natomiast badaniem klinicznym stanéw tych nie
mozna bylo zdiagnozowad.

Przytaczane tego rodzaju badania histologiczne sg
Zbiezne z wlasnymi do$wiadczeniami, jakie przepro-
wadzono stosujac metode immunoelektroforezy.

Podsumowujac powyzsza dyskusje nad wynikami
badan, nalezy podkresli¢, ze niniejsza praca ma na
celu tylko wykazanie i udowodnienie wystepowania
réznic, jakie obserwowano w badaniach immuno-
elektroforetycznych $luzu i wykazanie, ze roéznice te
moga byé wykorzystane do celéw diagnostycznych.

Wprowadzenie metody immunoelektroforetycznej
dla diagnostyki i badan nad przyczynami nieptod-
noéci kréw, wysuwa szereg probleméw metodycznych
oraz nowych zagadnien dotyczacych etio-patogenezy
samego procesu chorobowego. W niniejszej pracy tyl-
ko niektére zagadnienia zostaly poruszone i wyma-
gaja dalszego opracowania.
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Wprowadzone przez Folge’a i Rowsona (1952
dtugotrwate kcnserwowanie nasienia buhajow
w niskich temperaturach otworzylo nowe
mozliwo$ei wykorzystania rozplodnika meskie-
goc w hodowli. Dobre wyniki uzyskane przy
uzyciu konserwowanego w niskich temperatu-
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rach nasienia buhajow, pozwolily na wprowa-
dzenie tej metody do praktyki sztucznego una-
sieniania bydla. Tymczasem, dotychczas po-
dejmowane proby zamrazania nasienia trykow,
wskazuja na konieczno$¢ opracowania innych
metod postepowania, niz stosowane w odniesie-
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niu do nasienia buhajow *. Mimo dodatniej oce-
ny nasienia po zamrozeniu, wyniki unasienia-
nia pozostaja bowiem nadal jeszeze ponizej gra-
nicy wymaganej dla praktycznego zastosowa-
nia metody.

Wobec istotnego znaczenia dla hodowli owiec
metody konserwacji nasienia w niskich tempe-
raturach, podjete zostalty w 1963 r. w Instytu-
cie Zootechniki badania nad konserwacjg na-
sienia trykéw w niskich temperaturach.

Zostaly przeprowadzone trzy dc$wiadczenia
z zamrazaniem nasienia trykéw w niskich tem-
peraturach (plynny azot lub zestalony COy).

W pierwszym doswiadczeniu badano mozli-
wo$é uzycia do rozcienczania nasienia réznych
rozcienczalnikéw.

W drugim do$wiadczeniu starano sie okreéli¢
wplyw temperatury w jakiej dodaje sie glice-
rol do rozciehczonego nasienia na ruchliwosé
plemnikéw po odmrozeniu.

W trzecim do$wiadeczeniu przeprowadzono
probe unasieniania owiec nasieniem zamrozo-
nym do temperatury — 79°.

Materiat i metody

Do dos$wiadczenia uzyto nasienia, pochodzgcego od
8 trykéw rasy merynos polski w wieku od 1,5 do 4 lat.
Pobieranie, ocena i wstepne przygotowanie nasienia,
przebiegalo w kolejnych doSwiadczeniach wediug nie-
zmienionego ukladu. Po pobraniu na sztuczng pochwe,
kazdy ejakulat oceniano szacunkowo pod mikrosko-
pem na stoliku Bloma i okre§lano jego przydatnosé
do zamrazania (minimum 80% plemnikéw wykazujg-
cych ruch postepowy przy minimalnej gesto$ci sza-
cunkowej SD). Po rozcienczeniu w sposéb ponizej
opisany (do$wiadczenia I, II, III), nasienie bylo pod-
dawane 18-godzinnej ekwilibracji w temperaturze
+3° Po ekwilibracji nasienie oceniano, a nastepnie
poddawano procesowi zamrazania, stosujgc nastepu-
jacy schemat obnizania temperatury:

od +3 do —15 — 1°/min.

od —15 do —25 — 2°/min.

od —25 do —76 — 5—10°/min.

Jako $rodka chlodzacego uzywano mieszaniny alko-
holu i zestalonego CO:. Po uzyskaniu temperatury
—76°, w dwu pierwszych do$wiadczeniach nasienie
przekladano do termosu z plynnym azotem (—196°).

I. W pierwszym do$wiadczeniu poréwnywano roz-
cienczalnik  zoltkowo-cytrynianowo-glukozowo-glice-
rolowy (z. c. gl. g) wg Zopatki i Ostaszki (1962) z
rozcienczalnikiem  mlekowo-z6ttkowo-glukozowo-gli-
cfrolowym (m. z. gl. g.). Sktad rozcienczalnika z. g.
gl. g.:

cytrynian sodu (dwuwodny) 3.8 g
glukoza 15 g
z6ttko jaja kurzego 15,0 ml
woda destylowana 100 ml
glicerol 12,0 %
Sklad rozcienczalnika m. z. gl. g.:

mleko 83,0 ml
z6itko jaja kurzego 10,0 ml
glukoza 15 g
glicerol 7,0 %

Po przeprowadzonej ocenie nasienia ,kazdy ejakulat
dzielono na dwie réwne cze$ci i rozcienczano kazdg
z nich w stosunku 1:10 jednym z dwu podanych roz-
cienczalnikéw w temperaturze -+32° Po rozmrozeniu

*) Zagadnienia zwigzane z technologia zamrazania nasie-
nia trykow zostaly ujete w oddzielnym opracowaniu.

okreslano procent plemnikéw wykazujacych ruch po-
stepowy oraz okre§lano czas przezywania plemnikow
w temperaturze -+46,5°, w nastepujacych odstepach
czasu od momentu po zamrozeniu: po 1 godzinie, po
24 godzinach i po 7 dniach. Ogétem przebadano w tym
ukladzie 32 ejakulaty.

II. W dalszym do$wiadczeniu zajmowano sie wply-
wem temperatury dodawania glicerolu. Podobnie jak
w poprzednim, kazdy ejakulat dzielonoc na dwie czgs-
ci (A i B). W stosunku do kazdej postepowanie byto
cdmienne.

Cze§é A. Po rozcieficzeniu w stosunku 1:10, roz-
cieficzalnikiem z. g. gl. g. w temperaturze +32° nasie-
nie ampulkowano. Nastepnie umieszczano w taizni
wodnej i schtadzano do temperatury okolo +3°.

Cze$é B. Po rozcieniczeniu w stosunku 1:5, roz-
cieniczalnikiem z. c. gl. bez glicerolu, nasienie umiesz-
czano w !azni wodnej i schtadzano w ciagu 2—3 go-
dzin do temperatury okolo +3° W tej temperaturze
przeprowadzano ostateczne rozcieficzenie w stosunku
1:1, rozcieiczalnikiem zawierajacym glicerol.

Po jednej i po 24 godzinach od ukonczenia zamra-
7ania, nasienie odmrazano w temperaturze -+38° i oce-
niano pod mikroskopem procent plemnikéw wykazu-
jacych ruch postepowy. Do§wiadczenie przeprowadzo-
no na 12 ejakulatach.

III. W trzecim do$wiadczeniu przeprowadzono pro-
be inseminacji owiec nasieniem zamrozonym do tem-
peratury —79°. Doéwiadczenie przeprowadzono w
jednym z zaktadéw do$wiadczalnych IZ, uzywajac
nasienia trykéw z tamtejszej owczarni. Nasienie po
pobraniu i ocenie, rozcieficzano rozcienczalnikiem zoii-
kowo-cytrynianowo-glukozowo-glicerolowym w takim
stosunku, aby koncentracja zywych plemnikéow w
jednej dawce inseminacyjnej (0,2 ml) wynosila okotlo
200 milionow, przewidujac, ze w trakcie zamrazania
straty wyniosa okoto 50—60%. Ogoélem unasieniono
36 owiec, nasieniem pobranym od 5 trykéw.

Do obliczen statystycznych dwu pierwszych do$-
wiadczen, zastosewano test ,t” — Studenta.

Wyniki

W I deswiadcezeniu, przeprowadzonym w ce-
lu okreslenia przydatnosci dwoch réznych roz-
cienczalnikéw do rozcienczania nasienia, prze-
znaczonego do zamrazania uzyskano wyniki
przedstawione w tabeli 1.

Tab. 1. Poréwnanie ruchliwosci i czasu przezywania
nasienia, rozcienczonego dwoma rozcienczalnikami,
po zamrozeniu do —196°

% plemnikéw o ruchu | Czas przezywania
Rozeien- post. w temp. +66,5°
czalnik po po mrozeniu AR
pobraniu 1 h [24h|7dn| 1 h | 24 h |7 dn.
z.c.glg. 76 |30 |37 |21 | 39 | 338 | 25
m.z.gl.g. 76 ‘ 39 ' 37 3 44 37 29

Roznice miedzy wartoSciami w procencie
plemnikow wykazujacych ruch postepowy
i w czasie przezywania plemnikow w tempera-
turze + 46,5°, dla cbu badanych rozcienczal-
nikéw, ockreslone testem ,,t” Studenta byly
nieistotne statystycznie.

W II. do$wiadczeniu, nad okresleniem wply-
wu temperatury dodawania glicerolu do nasie-
nia nie stwierdzono, przy pomocy testu t Stu-
denta istotnych statystycznie roéznic. Ruchli-
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woese plemnikow w nasieniu rozcienczanym roz-
cienczalnikiem zawierajgcym glicerol w +32°
wynosila $rednio 419/¢ plemnikéw o ruchu po-
stepowym, podczas gdy w nasieniu, do ktorego
dedawano glicerol w rozeienczalniku w tempe-
raturze +3° wynosita 35%.

W III. doswiadczeniu, cbejmujgcym unasie-
nianie owiec nasieniem zamrozonym w rozcien-
czalniku z. c. gl. g. z 12%/¢ dodatkiem glicerolu
i przechowywanym przez okres okolo 14 dni
w temperaturze —79°, uzyskano rezultaty
przedstawione w tabeli 2.

Tab. 2. Wyniki unasieniania owiec nasieniem
mrozonym
Ruchli- | Ruchli- Owiec
L Nr wosé wose |

T tryka po po unas. |zakoc.| PXO~

| pobraniu | mrozeniu cent
1 213 5/80 20 — 30 14 1 7,1
2 1671 5/90 20 — 30 7 1 14,2
3 877 4/80 20— 30 6 0 0
4 1827 5/90 20 — 30 5 1 20,0
5 1611 4/90 20 — 30 4 1 25,0

Na 36 zainseminowanych doszyjkowo, w cza-
sie pierwszej rui owiec wykocilo sie 11%.

Dyskusja

Wyniki oceny lakoratoryjnej nasienia zamro-
zonego, jakie uzyskano w efekcie przeprowa-
dzonych prac poréwnawczych nad rozcienczal-
nikami 1 sposobem dodawania glicerolu, nie
odbiegaja od podawanych w literaturze.

Znaczne rozbieznoscl w wynikach zakocen,
jakie wuzyskiwano przy stosowaniu nasienia
zamrozonego, wskazuja na niedoskonalo$¢ me-
tody, wzglednie niedostateczne jeszcze opano-

wanie techniki postepowania. Uzyskane przez
nas wyniki (11%/¢ zakcconych maciorek) sg zbli-
zone do podawanych przez Emmensa i wsp. —
5%/4 (1955), Eoginowej i Lopyrina — 16—18%/
(1965). Odbiegaja natomiast znacznie od poda-
wanych przez Mackepladze i wsp. — 66,2%¢
(1960), foginowqg — 58%0 (1958), Loginowq —
38%¢ (1962), Lopatke — 52,3%¢ (1962), Lopatke
i Ostaszke — 67%¢ (1962), Morozowa — 40,1%
(1959), Pokatilowaq — 41,1%/6 (1960).

Istotng frudnos¢ w opanowaniu metody
zamrazania nasienia trykéw stanowi dotych-
czas brak proby laboratoryjnej oceny nasienia,
kiéra mowilaby o ptodnosci nasienia. Podobne
obserwacje peczyniono roéwniez przy postugi-
waniu sie nasieniem plynnym, gdzie ocena la-
beratoryjna tylko w ograniczonym zakresie
moéwi o przydatnosci nasienia do unasieniania.
Badania nad znalezieniem wyktadnika jakosci
nasienia trykéw, ktory byltby wskazZnikiem
ptodnosei, zostaly skierowane na tor badan nad
zawartoscig fruktozy, indeksu fruktolizy, ak-
tywnosci enzymow, jak dehydrogenazy i cyto-
chromoksydazy (Ten-Jen-Bon, 1965).

Wnioski

1. Na podstawie przeprowadzonych obser-
wacji stwierdzono, ze dodawanie glicerolu
w temperaturze +32° nie wplywa na ruchli-
wos$¢ po odmrozeniu, co stanowi istotne uprosz-

. czenie metodyczne.

2. Nie stwierdzeno istotnych statystycznie
roznic w ocenie ruchliwosci 1 w przezywaniu
nasienia trykow, rozcienczonego rozcienczalni-
kami: zoltkowo-cytrynianowo-glukozowo-glice-
rolowym i mlekowo-zéttkowe-glukozowo-glice-
rolowym.
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Przezuwacze majg konczyne opierajacg sie
dwoma palcami o podioze, Palce sg obcigzone
dzwiganiem ciezaru ciata niemal w réwnym
stopniu; palec przysrodkowy nieco wiecej. W
przypadku zmian patologicznych, wywoluja-
cych bol, umiejscowionych nawet w jednym
palcu, wystepuje niepelne obarczanie konczy-
ny i kulawizna, Zmiany moga by¢ rézne, uch-
wytne wzrokiem, lub niczym nie zaznaczajgce
sie na zewnatrz. Znalezienie ich jest nierzadko
trudne, Reguly stosowane przy badaniu koni
czesto u bydla zawodza. Kulawizna, majgca
za przyczyne stany patologiczne w palcach,
moze objawia¢ sie u krowy nie tylko zmniej-
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szeniem stopnia i czasu obarczania konczyny,
ale tez wykroku.

Ustalenie czy i jaki palec jest chory daje sig
u bydla czasem przeprowadzi¢ przy ob-
serwowaniu zwierzecia w ruchu. Qdwodzi ono
lub przywodzi konezyne, kiedy chce odcigzyé
palec zmieniony patologicznie. Takie odwodze-
nie moze jednak mie¢ za przyczyne zmiany
w gornych odcinkach konczyny. Objaw nie jest
przez to dostatecznie pewny.

Okreélenie miejsca, gdzie znajduje sie przy-
czyna uposledzajgca czynnos$¢ konczyny przez
uciskanie palcami czy tez kleszezami, jest u
bydta najcze$ciej mato warteSciowe przy sta-
tej tendencji do wyrywania podniesionej kon-



